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POVZETEK 
Vitamin C se uporablja kot aktivna sestavina v kozmetičnih izdelkih za posvetlitev kože in 
nego mastno-aknaste kože ter nego zrele kože. Najpogosteje se uporablja v obliki 
askorbinske kisline in njenih derivatov: askorbil palmitata, askorbil tetraizopalmitata, 
askorbil glukozida, etilirane askorbinske kisline, natrijevega askorbil fosfata in 
magnezijevega askorbil fosfata. 
Osrednji cilj diplomske naloge je bil vrednotenje vitamina C in njegovih derivatov z vidika 
vsebnosti in stabilnosti v različnih kozmetičnih izdelkih z metodo tekočinske kromatografije 
visoke ločljivosti. Izbrali smo 10 kozmetičnih izdelkov različnih oblik, ki so na ovojnini 
navajali prisotnost askorbinske kisline in nekaterih derivatov (askorbil fosfata in askorbil 
palmitata). Nekateri izdelki pa so tudi kvantitativno navajali vsebnost vitamina C. Za 
vrednotenje vitamina C smo najprej ustrezno ovrednotili predhodno razvito HPLC-UV 
analizno metodo. Nato smo glede na sestavo izdelkov razvili in optimizirali enostavne 
postopke priprave vzorcev. V izdelkih smo najprej ugotavljali prisotnost in vsebnost 
navedene oblike vitamina C. Pri izdelkih, ki so imeli navedeno vsebnost vitamina C, pa smo 
preverjali, ali se le-ta sklada z eksperimentalno ugotovljeno. 
Ugotovili smo, da se pri devetih izdelkih navedene oblike vitamina C skladajo z 
eksperimentalno ugotovljenimi. Pri enem izdelku pa nismo zaznali askorbinske kisline in 
askorbil palmitata, čeprav sta navedena med sestavinami na ovojnini izdelka. Pri vseh 
sedmih testiranih izdelkih, ki kvantitativno navajajo vsebnost vitamina C, se je le-ta ujemala 
z eksperimentalno ugotovljeno vsebnostjo (90-116%). Med vsebnostjo vitamina C in ceno 
izdelka nismo našli neposredne povezave. 
Zaradi splošno znane nestabilnosti vitamina C smo preverili tudi njegovo stabilnost v 
testiranih kozmetičnih izdelkih. Stabilnost askorbinske kisline in askorbil fosfata smo v 
izbranih izdelkih vrednotili z dolgoročnimi in pospešenimi testi stabilnosti znotraj enega 
meseca. Pri 25 °C smo zaznali le manjši upad vsebnosti vitamina C v vseh testiranih izdelkih. 
Pri 40 °C pa je bil upad znatnejši, med 5% in 100% v odvisnosti od formulacije izdelkov. S 
tem smo potrdili, da je vitamin C občutljiv na povišano temperaturo, če izdelek ni ustrezno 
stabilnostno formuliran oziroma nima dodanih sestavin, ki bi ščitile vitamin C pred procesi 
nestabilnosti. 
 
 
Ključne besede: vitamin C, kozmetični izdelki, vsebnost, stabilnost 
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ABSTRACT 
Vitamin C is common active ingredient in cosmetics as a depigmenting agent and in 
treatment of oily and acne-prone skin. It is mostly used in the form of ascorbic acid and its 
derivatives: ascorbyl palmitate, ascorbyl tetraisopalmitate, ascorbyl glucoside, ethylated 
ascorbic acid, sodium ascorbyl phosphate and magnesium ascorbyl phosphate. 
The main objective of this diploma thesis was to evaluate vitamin C and its derivatives in 
terms of content and stability determination in commercial cosmetic products. Therefore, 10 
cosmetic products in various forms were purchased locally. Ascorbic acid and some 
derivatives (ascorbyl phosphate and ascorbyl palmitate) were either stated as ingredients or 
were quantitatively defined. These were evaluated by a previously developed high-
performance liquid chromatography method, which was initially validated. Based on the 
products compositions, we developed and optimized proper extraction procedures, which 
were applied to determine the presence and content of vitamin C and its derivatives. The 
obtained results were compared to the label claims. 
In nine of the ten tested products, the determined vitamin C forms were consistent with the 
ones listed on the packaging. In one product, ascorbic acid and ascorbyl palmitate, which 
were listed among the ingredients, were not detected. Vitamin C content was quantitatively 
defined in 7 tested products and was consistent with the experimentally determined content 
in all products (90-116%). 
Because of the known vitamin C instability, we evaluated its stability in the tested cosmetic 
products. The stability of ascorbic acid and ascorbyl phosphate was evaluated in selected 
products by long-term and accelerated stability tests within one month. At 25 °C, only a 
small decrease in vitamin C content was detected in all tested products. The decrease was 
more pronounced at 40 °C and was between 5% and 100% depending on the product 
formulation. This confirmed that vitamin C is susceptible to degradation at elevated 
temperatures in products, which are not properly formulated or have no added ingredients 
that stabilize vitamin C. 
 
Keywords: vitamin C, cosmetic products, content, stability 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
BHT = butilhidroksi-toluen 
C-fosf = natrijev askorbil fosfat 
C-palm = askorbil palmitat 
EDTA = etilendiamintetraocetna kislina 
HPLC = tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
IL = interlevkini 
KAS = kozmetično aktivne sestavine 
KI = kozmetični izdelek 
LOD = meja zaznave 
LOQ = meja določitve 
MFA = mobilna faza A 
OR = osnovna raztopina 
QC = kontrolni vzorci 
ROS = reaktivne kisikove zvrsti 
RSD= relativni standardni odklon 
SD = standardni odklon 
TNF-α = dejavnik tumorske nekroze alfa 
UV = ultravijolična 
Vinj = volumen injiciranja 
Vit C = vitamin C, askorbinska kislina 
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1. UVOD  
1.1 KOZMETIČNI IZDELKI IN KOZMETIČNO AKTIVNE SESTAVINE 
Uredba o kozmetičnih izdelkih 1223/2009 definira kozmetični izdelek kot katero koli snov 
ali zmes snovi, namenjeno stiku z zunanjimi deli človeškega telesa (povrhnjico, lasiščem, 
nohti, ustnicami in zunanjimi spolnimi organi) ali z zobmi in sluznico ustne votline zaradi 
izključno ali predvsem njihovega čiščenja, odišavljenja, spreminjanja njihovega videza, 
njihovega varovanja, ohranjanja v dobrem stanju ali korekcije telesnega vonja (1). 
Kozmetične izdelke (KI) lahko delimo na več načinov: glede na disperzijski sistem 
(molekularne disperzije, koloidne disperzije in grobodisperzne sisteme), glede na njihov 
način uporabe (npr. pršila, aerosoli, tekoči sistemi, poltrdni sistemi, trdni sistemi) ali glede 
na področje uporabe (npr. izdelki za obraz, izdelki za telo, izdelki za roke).  
Kozmetično aktivne sestavine (KAS) ali kozmetično učinkovite sestavine so tiste sestavine 
KI, ki imajo dokazan učinek delovanja na koži. Poznamo različne kategorije KAS, ki jih 
dodajamo v KI z namenom doseganja določenega učinka delovanja. Skupine KAS in njihove 
vloge v izdelku, ki se največ uporabljajo v KI, so: 
 Adstrigenti (koagulirajo beljakovine na površini kože in s tem zmanjšajo pore; 
primeri teh so aluminijev sulfat, izvleček listov in lubja virginijskega nepozebnika, 
etanol) 
 Antiseptiki (zavirajo razmnoževanje bakterij; triklosan, eterično olje avstralskega 
čajevca) 
 Antiflogistiki (protivnetno delovanje, pomirjajo kožo; pantenol, alantoin, izvleček 
prave kamilice) 
 Vlažila (pritegnejo vlago v kožo; pantenol, sorbitol, glicerol, alantoin) 
 Keratolitiki (raztapljajo keratin; salicilna kislina, glikolna kislina) 
 Snovi, ki izboljšajo kožno bariero (pospešijo obnavljanje kožne bariere; ceramidi, 
fosfolipidi) 
 Snovi, ki koži dajejo gladkost in nudijo hidrofobno zaščito (zapolnijo prostore med 
korneociti in zgladijo roženo plast; trigliceridi, maščobni alkoholi, maščobne kisline, 
skvalen) 
 Antioksidanti (ščitijo kožo pred radikali in oksidativnimi poškodbami celic; 
tokoferol, retinol, askorbinska kislina in derivati) (2) 
2 
 
Antioksidante delimo v več skupin glede na njihov mehanizem delovanja v izdelkih: pravi 
antioksidanti, redoks antioksidanti in sinergistični antioksidanti. Vitamin C spada med 
redoks antioksidante, medtem ko derivati vitamina C spadajo med prave antioksidante. 
Razlika je, da so pravi antioksidanti navadno bolj učinkoviti. Velikokrat se v izdelkih 
uporablja kombinacija antioksidantov zaradi sinergističnega delovanja (npr. vitamin C ali 
derivat askorbil palmitat v kombinaciji s fenolnimi antioksidanti in vitaminom E) (3). 
 
1.2 VITAMIN C V KOŽI 
Koža je naš največji organ in ščiti notranjost telesa pred zunanjimi dejavniki. Vendar pa je 
tudi barierna ovira za prehajanje različnih sestavin KI na mesto delovanja. Koža je v osnovi 
zgrajena iz treh plasti: povrhnjice, usnjice in podkožja. Zgornja plast (povrhnjica) se potem 
še deli v nadaljnjih 5 plasti, plast na vrhu, ki nas ščiti pred zunanjimi dejavniki, se imenuje 
rožena plast (stratum corneum) in ovira prehajanje snovi skozi kožo.  
Normalna koža vsebuje večjo količino vitamina C v primerjavi z ostalimi organi v telesu (4).  
V koži ima dve pomembni funkciji: ščiti kožo pred radikali (ki povzročajo predhodno 
fotostaranje kože) in je bistvenega pomena za biosintezo kolagena v usnjici. Tudi v 
dermatologiji ga uporabljamo za zdravljenje različnih kožnih bolezni. 
Vitamin C je del kompleksne skupine encimskih in neencimskih antioksidantov, ki 
sodelujejo pri zaščiti kože pred reaktivnimi kisikovimi zvrstmi (ROS). ROS (hidroksilni 
radikal, superoksidni ioni, singletni kisik in drugi) nastajajo, ko je koža izpostavljena 
ultravijolični (UV) svetlobi. Vitamin C ščiti kožo pred oksidativnim stresom z zaporedno 
nevtralizacijo radikalov. Pri tem procesu se reducirana oblika vitamina C oksidira in postane 
neaktivna, ta oblika vitamina C se imenuje dehidroaskorbinska kislina (Slika 1). S pomočjo 
encima dehidro-reduktaze ob prisotnosti aminokisline glutationa se oksidirana askorbinska 
kislina pretvori nazaj v aktivno obliko. Vendar pa prekomerna izpostavitev UV svetlobi 
zmanjšuje nastanek aktivnega vitamina C kot posledica prevelike količine nastalih ROS in 
premajhne zmožnosti pretvorbe neaktivne v aktivno obliko vitamina C (5). 
3 
 
 
Slika 1: Proces oksidacije vitamina C oz. askorbinske kisline v dehidroaskorbinsko kislino 
Vitamin C sodeluje pri sintezi kolagena in tudi pri spremembah same molekule kolagena. 
Askorbinska kislina deluje kot kofaktor za encima prolizil in lizil hidroksilaza, ki sta 
odgovorna za stabiliziranje in navzkrižno povezavo molekul kolagena. Vitamin C s svojim 
mehanizmom vpliva na sintezo kolagena s stimulacijo lipidne peroksidacije, s tem pa 
posledično spodbuja izražanje gena za kolagen, zato se tudi uporablja v KI za starejšo kožo 
(6). 
Vitamin C se lahko uporablja tudi pri kožnih stanjih, kot so akne in rozacea, saj ima 
potencialno protivnetno delovanje. Vitamin C zavira proteinski kompleks, ki je odgovoren 
za aktiviranje številnih protivnetnih citokinov, kot so TNF-α, IL-1, IL-6 in IL-8. S tem 
delovanjem lahko pospeši celjenje ran in preprečuje hiperpigmentacijo (6).  
Dermalna absorpcija vitamina C iz izdelkov je bila dokazana s številnimi študijami. Na 
absorpcijo vpliva pH izdelka. Ker ima askorbinska kislina pKa 4,2 in mora biti molekula v 
izdelku v neionizirani obliki, da prehaja skozi kožo, je pH formulacije bistvenega pomena 
(pod 3,5). Ugotovili so, da je pri večji koncentraciji vitamina C v izdelku večja dermalna 
absorpcija, vendar največ do 20%. Še večje koncentracije niso bolj učinkovite, kar pomeni, 
da je učinek primerljiv z nižjimi koncentracijami (7). Absorpcijo vitamina C lahko še 
spodbudimo z uporabo laserskih odstranjevalcev rožene plasti in z uporabo kemičnih  
pospeševalcev penetracije (dodatek sestavin v KI, ki zmanjšajo barierno sposobnost kože, 
npr. sulfoksidi, pirolidoni) ali fizikalnih metod (npr. mikroinjiciranje). 
Uporaba vitamina C v kozmetiki je dokaj varna in Uredba o KI ne navaja zgornje dovoljene 
meje, tako da ni omejitve v kolikšni količini je lahko askorbinska kislina prisotna v KI. 
Neželeni učinki uporabe so redki, vendar se lahko pojavijo pri dolgotrajni uporabi izdelkov 
z nizkim pH-jem medija. Kažejo pa se kot eritem in hiperkeratinizacija (8).  
4 
 
1.3 VITAMIN C V KOZMETIČNIH IZDELKIH 
Vitamin C ima več znanih vlog v kozmetiki. Najpogosteje ga uporabljamo kot kozmetično 
aktivno sestavino in tudi kot pomožno sestavino KI za zaščito drugih sestavin pred 
oksidacijo in za uravnavanje pH v mediju. Sodi v več skupin KAS, med antioksidante in 
med sestavine, ki svetlijo kožo in odpravljajo hiperpigmentacije na koži. Pogosto se pojavlja 
v izdelkih za zrelo kožo v kombinaciji z drugimi vitamini, kjer deluje kot antioksidant (9). 
Vitamin C kot sestavina za posvetlitev kože in dlak interagira z bakrovimi ioni na encimu 
tirozinaza in s tem zavira njegovo delovanje, s čimer zmanjša tvorbo melanina. Zaradi same 
nestabilnosti vitamina C ga v izdelkih pogosto kombiniramo še z drugimi spojinami, ki imajo 
enak ali podoben učinek (6). 
 
1.3.1 Stabilnost vitamina C 
Stabilnost sestavin v KI je pomemben parameter, ki vpliva na učinkovitost izdelka. 
Omejujoč dejavnik pri uporabi vitamina C v kozmetičnih izdelkih je njegova nestabilnost. 
Vitamin C je namreč zelo nestabilen in se v KI zlahka pretvori v neaktivno obliko (5).  
Mehanizem nestabilnosti vitamina C je dvostopenjska reakcija, prva stopnja je reverzibilna 
oksidacija; iz askorbinske kisline nastane dehidroaskorbinska kislina, ki se potem lahko 
pretvori nazaj v askorbinsko kislino. Vendar se v KI ne more pretvoriti iz neaktivne oblike 
nazaj v aktivno obliko, ker ni prisotnih potrebnih encimov (dehidro-reduktaze). V drugi 
stopnji se dehidroaskorbinska kislina z reakcijo hidrolize pretvori v diketoglukonsko kislino, 
a v tej stopnji pretvorba nazaj v aktivno obliko vitamina C ni več možna (10). 
Askorbinska kislina je nestabilna v vodnem mediju, pri visokem pH ter v prisotnosti kisika 
in kovinskih ionov. Na stabilnost vitamina C v KI vplivajo tudi ostale prisotne sestavine. Za 
povečanje stabilnosti vitamina C je potrebno zmanjšati prisotnost kisika med proizvodnjo 
kozmetičnega izdelka in samim skladiščenjem končnega izdelka. Potreben je nizek pH 
izdelka ter zmanjšanje vsebnosti vode v kozmetičnem izdelku. Na trgu se pojavljajo 
brezvodni izdelki, ki vsebujejo silikon kot medij. Proizvajalci izdelku z askorbinsko kislino 
pogosto dodajajo tudi antioksidante (npr. butilhidroksi-toluen (BHT), vitamin E) in kelatorje 
kovinskih ionov (npr. EDTA), ki zmanjšajo nestabilnost učinkovine. Stabilnost vitamina C 
v kozmetičnem izdelku lahko tudi povečamo s spreminjanjem fizikalno-kemijskih lastnosti, 
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kot sta dielektrična konstanta in viskoznost izdelka. Velja namreč, da višja kot je viskoznost 
izdelka, večja je zaščita askorbinske kisline pred njeno oksidacijo (11). 
Problematiko nestabilnosti vitamina C rešujemo tudi tako, da izdelke pakiramo v manjših 
vsebnikih in imajo veliko krajši rok uporabe. Nekateri prozvajalci poskušajo stabilizirati 
vitamin C tako, da ga fizično ločijo od preostalih sestavin izdelka. Tovrstna embalaža je 
sestavljena iz dveh delov, v enem delu je shranjen vitamin C, v drugem delu pa preostale 
sestavine izdelka. Uporabnik nato pred samo uporabo izdelka sprosti vitamin C iz ločenega 
dela v skupni del izdelka. Tako je vitamin C v stiku z ostalimi sestavinami izdelka krajši čas 
uporabe izdelka (12). 
Dandanes pogosteje uporabljamo tudi različne dostavne sisteme, kot npr. mikroemulzije, 
nanoemulzije. Ti sistemi omogočajo večjo stabilnost askorbinske kisline in njenih derivatov 
ter podaljšajo rok uporabe kozmetičnih izdelkov. Na trgu se zadnja leta pojavlja t.i. 
liposomalni vitamin C; v izdelku so prisotni liposomi, ki imajo v svoji notranjosti ujet 
vitamin C in ga tako ščitijo pred oksidacijo (5). 
Učinkovitost vitamina C v KI je odvisna od same koncentracije, ki jo dodamo v izdelek in 
tudi od njegove stabilnosti. Če v izdelek dodamo višjo koncentracijo vitamina C in ta ni 
stabiliziran, bo prišlo do procesov nestabilnosti in učinkovitost izdelka bo veliko manjša. 
Hkrati pa lahko pride tudi do organoleptičnih sprememb ali sprememb v pH izdelka, kar 
potem lahko pospeši razpad drugih sestavin v KI in tak izdelek ni več uporaben.  
Zaradi znane nestabilnosti askorbinske kisline v različnih kozmetičnih izdelkih raje 
uporabljamo derivate askorbinske kisline, ki so lahko bolj ali manj po delovanju in strukturi 
podobni samemu vitaminu C. Derivati so načeloma bolj stabilni in odporni proti oksidaciji 
in ostalim dejavnikom, ki sprožijo njihovo pretvorbo (5). 
 
1.3.2 Derivati vitamina C, ki se uporabljajo v kozmetiki 
Med najpogosteje uporabljene derivate vitamina C v KI spadajo askorbil palmitat, askorbil 
tetraizopalmitat, askorbil glukozid, etilirana askorbinska kislina, natrijev askorbil fosfat in 
magnezijev askorbil fosfat (Preglednica I). Med temi sta najučinkovitejša antioksidanta 
askorbil tetraizopalmitat in magnezijev askorbil fosfat, ki kažeta tudi učinke hidratacije kože 
in prehod v globlje plasti povrhnjice (5). 
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Preglednica I: Vitamin C in najpogosteje uporabljeni derivati v KI 
Empirijska formula Kemijska struktura spojine 
Askorbinska kislina C6H8O6 
 
Askorbil palmitat C22H38O7 
 
Askorbil tetraizopalmitat 
C70H128O10 
 
 
Askorbil glukozid C12H18O11 
 
Natrijev askorbil fosfat 
C6H6Na3O9P 
 
 
Magnezijev askorbil 
fosfat 
C6H8Mg3O14P2 
 
 
Etilirana askorbinska 
kislina 
C8H12O6 
 
 
Derivati vitamina C se med sabo razlikujejo po zgradbi, velikosti molekule, stabilnosti v 
različnih okoljih, hidrofilnosti oziroma lipofilnosti ter po njihovih učinkih na koži.  
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Med lipofilnimi derivati vitamina C v kozmetiki najpogosteje uporabljamo askorbil palmitat 
in askorbil tetraizopalmitat. Njune skupne lastnosti so, da sta oba bolj stabilna od vitamina 
C, sta lipofilna in posledično boljše prehajata v globlje plasti kože (10). Askobil palmitat se 
pogosto uporablja v kozmetičnih izdelkih kot antioksidant za zaščito lipofilnih sestavin v 
formulacijah (13) in v dermatoloških izdelkih za zdravljenje luskavice in ekcema (14). Za 
razliko od askorbinske kisline, ki je stabilna pri nizkem pH, je askorbil palmitat najbolj 
stabilen v nevtralnem ali bazičnem območju pH, v kislem pa izredno nestabilen (13). Od 
vseh derivatov vitamina C je askorbil tetraizopalmitat najbolj stabilen. Askorbil 
tetraizopalmitat izkazuje več vplivov na kožo, in sicer zmanjšuje oksidativni stres 
keratinocitov v povrhnjici, zniža proizvodnjo IL-1 in prostaglandina E2, zmanjša 
hiperpigmentacijo in ščiti kožo pred UVA žarki. Zavira tudi izločanje dejavnikov, ki 
pospešujejo proliferacijo melanocitov, ki bi lahko povzročili nastanek hiperpigmentacije na 
površini kože zaradi UVB žarkov (5). 
Med hidrofilnimi derivati najpogosteje uporabljamo askorbil glukozid, natrijev askorbil 
fosfat in magnezijev askorbil fosfat. Njihove skupne lastnosti so, da so bolj stabilni od 
vitamina C ter da so topni v vodnem mediju, vendar pa zaradi hidrofilne narave slabše 
prehajajo skozi površino kože v globlje plasti. Prednost uporabe teh hidrofilnih derivatov je 
tudi obstojnost pri višjem pH izdelka, manj so občutljivi na oksidacijo in zaradi tega imajo 
daljši rok uporabe (15). 
Askorbil glukozid je eden izmed najnovejših derivatov, a je njegova uporaba v kozmetičnih 
izdelkih omejena. Ta derivat namreč nima tako močnih antioksidativnih lastnosti kot drugi 
derivati vitamina C. Antioksidantno delovanje askorbil glukozida spodbudi prisotnost 
kisika, vode, svetlobe, toplote in kovinskih ionov. Prednost uporabe askorbil glukozida v KI 
je, da je odporen na razgradnjo pri visokih temperaturah, odporen je tudi na spremembo pH 
medija, kar pomeni, da je stabilen tako pri kislem, bazičnem in nevtralnem pH-ju. 
Uporabljamo ga kot aktivno sestavino za posvetlitev kože in posledično tudi za zaščito pred 
soncem (16). Na površini kože  askorbil glukozid hidrolizira α-glukozidaza, ki se nahaja v 
celicah povrhnjice. Askorbil glukozid se nato pretvori v prosto obliko L-askorbinske kisline, 
ki je aktivna. Askorbil glukozid obstaja v šestih konfiguracijah, najpogosteje pa uporabljamo 
2-O-D-glukopiranozil L-askorbinsko kislino ali na kratko AA-2G (17). 
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Derivata natrijev askorbil fosfat in magnezijev askorbil fosfat sta anorganska fosfatna estra 
vitamina C. V kozmetičnih izdelkih imata ta derivata najpogosteje vlogo antioksidanta ter 
uravnavata pH izdelka. Oba spadata med učinkovite lovilce radikalov in vplivata na 
upočasnitev vidnih posledic staranja kože zaradi UV žarkov. Na ta način ščitita celice pred 
radikali in hkrati spodbujata proces tvorbe kolagena (10). Oba derivata se na površini kože 
s pomočjo encimske hidrolize ali encimsko katalizirane hidrolize pretvorita v aktivno obliko 
vitamina C. Magnezijev askorbil fosfat se v KI uporablja tudi zaradi vlažilnega delovanja in 
s tem posledično zmanjšuje transepidermalno izgubo vode (18). 
Etilirana askorbinska kislina je eden izmed zadnjih odkritih derivatov vitamina C. 
Sestavljena je iz askorbinske kisline z etilno skupino na tretjem ogljikovem položaju. Ta 
strukturna modifikacija ščiti hidroksilne skupine pred ionizacijo in s tem celotno molekulo 
derivata pred oksidacijo. Je topna tako v lipofilnih kot tudi v hidrofilnih topilih. V KI jo 
uporabljamo kot aktivno sestavino za posvetlitev kože, uporabljamo pa jo tudi v 
dermatologiji pri zdravljenju hiperpigmentacij (melazma) (19). 
 
1.3.3 Kozmetični izdelki z vitaminom C in derivati 
Na trgu so številni izdelki, ki vsebujejo vitamin C in njegove derivate. Ti izdelki so v 
različnih oblikah: serumi, kreme za obraz in za telo, razpršila, maske za obraz, maske za 
lase, šamponi, balzami, pilingi za obraz in telo, tekoči pudri, kompaktni pudri, losjoni za 
telo, toniki, maskare, svinčniki za oči, sijaj za ustnice, BB kreme, sončne kreme, podlage za 
ličila, geli za britje, balzami po britju, geli za umivanje obraza. Vsebujejo različne 
koncentracije vitamina C in derivatov. Nekateri proizvajalci navajajo koncentracijo teh 
aktivnih sestavin, vendar to ni nujno, saj je v Uredbi o KI (Uredba 1223/2009) navedeno, da 
se seznam sestavin navede v padajočem vrstnem redu glede na njihovo maso v izdelku, 
sestavine v koncentracijah, nižjih od 1%, se lahko navedejo v kakršnem koli vrstnem redu 
za sestavinami v koncentracijah, višjih od 1% (1). Iz tega je razvidno, da Uredba od 
proizvajalcev ne zahteva, da navedejo koncentracijo sestavin. Na KI velikokrat zasledimo 
vprašljivo navedene koncentracije, ki niso nujno pravilne. Po pregledu izdelkov, ki so na 
voljo na slovenskem trgu smo zbrali nekatere zanimive, ki so predstavljeni v Preglednici II. 
Nekateri izdelki imajo tudi navedeno vsebnost vitamina C. 
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Preglednica II: Primeri izdelkov z vitaminom C in derivati na slovenskem trgu 
Blagovna 
znamka 
Ime izdelka Oblika izdelka Navedena oblika vitC 
Kozmetika 
KAHNE 
Stabilni vitamin C Razpršilo Natrijev askorbil fosfat 
La Roche-Posay Redermic C Serum Vitamin C 
The Ordinary 
Ascorbyl Glucoside 
Solution 12% 
Serum Askorbil glukozid 
The Ordinary 
Ascorbyl Tetraisopalmitate 
Solution 20% in Vitamin F 
Serum Askorbil tetraizopalmitat 
The Ordinary 
Ethylated Ascorbic Acid 
15% Solution 
Serum 
Etilirana askorbinska 
kislina 
Darphin Melaperfect 
Kompaktni puder 
za obraz 
Tetraheksildecil 
askorbat, magnezijev 
askorbil fosfat 
Suki Active Daily Radiance Krema za obraz Askorbil glukozid 
Dr. Grandel Vitamin Infusion Maska za obraz 
Magnezijev askorbil 
fosfat, natrijev askorbil 
fosfat 
Tatcha 
Violet-C Brightening 
Serum 
Serum Vitamin C 
Neutrogena Refreshingly Clear Piling za obraz Natrijev askorbil fosfat 
Bioderma 
Photoderm Spot-Age 
SPF50+ 
Sončna krema Askorbil glukozid 
Neutrogena Refreshingly Clear 
Gel za umivanje 
obraza 
Natrijev askorbil fosfat 
Garnier 5-in-1 Miracle Perfector BB krema Askorbil glukozid 
I Heart 
Revolution 
Mint Chocolate Chip 
Primer 
Podlaga za ličila Askorbil palmitat 
Delia 
Brightening serum with 
liposomal vitamin C 
Serum 
Vitamin C, askorbil 
palmitat, natrijev 
askorbil fosfat 
Bourjois 3D Effet Gloss Sijaj za ustnice Askorbil palmitat 
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2. NAMEN DELA 
V KI se pogosto pojavlja vitamin C kot aktivna sestavina z antioksidativnim delovanjem. 
Vendar pa je le-ta nestabilen in ga pogosto nadomestimo z njegovimi bolj stabilnimi derivati. 
V okviru diplomske naloge bomo preverili nekatere kozmetične izdelke z vidika pravilnosti 
označevanja različnih oblik vitamina C ter vsebnosti in stabilnosti vitamina C in nekaterih 
njegovih derivatov. 
V ta namen bomo uporabili predhodno razvite HPLC metode za vrednotenje vitamina C 
(askorbinske kisline), askorbil palmitata in askorbil fosfata, ki jih bomo najprej preverili na 
standardnih raztopinah z vrednotenjem selektivnosti, linearnosti, točnosti, ponovljivosti, 
meje zaznave in meje določitve ter stabilnosti. Nato bomo razvili enostavne postopke za 
ekstrakcijo vitamina C oz. njegovih prej omenjenih derivatov iz posameznih kozmetičnih 
izdelkov. Razvite analizne postopke bomo ovrednotili z vidika ponovljivosti in izkoristka 
učinkovitosti ekstrakcije. V vseh desetih izbranih kozmetičnih izdelkih bomo nato najprej 
kvalitativno preverili vsebnost vitamina C oziroma njegovih derivatov in ugotavljali njihovo 
pravilnost označevanja. Nato bomo tudi kvantitativno določili vsebnost vitamina C in 
njegovih derivatov v testiranih izdelkih. Pri sedmih kozmetičnih izdelkih, ki imajo navedeno 
vsebnost, bomo primerjali tudi ugotovljeno vsebnost z navedeno na ovojnini. 
Ker je vitamin C v splošnem relativno neobstojen, bomo v nadaljevanju izvedli enomesečno 
stabilnostno študijo izbranih kozmetičnih izdelkov pri pospešenih (pri 40°C) in dolgoročnih 
pogojih shranjevanja (pri sobni temperaturi). S tem bomo preučevali vpliv temperature na 
stabilnost vitamina C in njegovih derivatov v različnih kozmetičnih izdelkih in pridobili 
koristne informacije za strokovnjake, proizvajalce in uporabnike tovrstnih izdelkov. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1. Reagenti in topila 
 Acetonitril (ACN), C2H3N, Mr = 41,05 g/mol, HPLC grade, ≥99,9%; Honeywell, 
Riedel-de HaënTM, Nemčija 
 EDTA (etilendiamintetraocetna kislina), C10H14N2Na2O8 x 2H2O, Mr = 372,24 
g/mol, ≥99,9%; Merck, Nizozemska 
 Metanol (MeOH), CH3OH, Mr = 32,04 g/mol, HPLC grade, ≥99,9%; Honeywell, 
Riedel-de HaënTM, Nemčija 
 MiliQ voda, H2O; Fakulteta za Farmacijo, Slovenija 
 Mravljinčna kislina, CH2O2, Mr = 46,03 g/mol, Emsure, (HPLC), 98 – 100%; Merck, 
Finska 
 n-heksan, C6H14, Mr = 86,18 g/mol HPLC grade, ≥97%; Honeywell, Riedel-de 
HaënTM, Nemčija 
 
3.1.2 Standardi 
 Askorbil palmitat, C22H38O7, Mr = 424,54 g/mol, ≥99%; Sigma-Aldrich, Nemčija 
 Askorbinska kislina, C6H8O6, Mr = 176,12 g/mol, ≥99%; Carbosynth, Velika 
Britanija 
 Natrijev askorbil fosfat, C6H6Na3O9P × H2O, 322,05 g/mol, ≥95%; Sigma-Aldrich, 
Nemčija 
 
3.1.3 Naprave in pribor 
 Analitski sistem HPLC, Agilent Technologies 1100/1200 Series; ZDA 
o Binarna črpalka 
o DAD detektor 
o Avtomatski vzorčevalnik 
o Termostat 
o Programska oprema ChemStation 
 Analitska tehtnica Excellence Plus, Mettler, Toledo, Švica 
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 Avtomatizirani sistem za sušenje, TurboVap LV, Caliper Life Science, ZDA 
 Avtomatske pipete: 20-200 µL in 100-1000 µL, Eppendorf, Nemčija 
 Hladilnik, Gorenje, Slovenija 
 Klimatska komora VC 4034, Vötsch, Nemčija 
 Laboratorijska centrifuga 400R, Tehtnica, Slovenija 
 Magnetno mešalo Vibromix 10; Tehtnica, Slovenija 
 Ostalo: spatule, kapalke, stojalo 
 Plastične epruvete z navojnim zamaškom 15 mL, TPP, Švica 
 Plastične epruvete z zamaškom 2 mL, Eppendorf, Nemčija 
 Sistem za pripravo MiliQ vode A10 Advantage, Millipore, ZDA 
 Stekleni inventar: bučke, tehtalni čolnički, čaše, viale, zamaški, merilni valji,  
 Ultrazvočna kadička Bandelin Sonorex, Dandelin, Nemčija 
 Ultrazvočna kadička Sonis 4; Iskra Pio, Slovenija 
 
3.1.4 Izdelki z vitaminom C 
Za namen diplomske naloge smo uporabili različne oblike kozmetičnih izdelkov iz različnih 
cenovnih razredov. Nekateri izdelki imajo navedeno vsebnost vitamina C ali njegovih 
derivatov. Izdelki so bili kupljeni junija 2020. V Preglednici III so zbrani vsi testirani 
kozmetični izdelki. Cene so navedene na 50 mL izdelka, cene nabavljenih izdelkov se lahko 
razlikujejo od cen v ostalih trgovinah. Nekatere izdelke pa smo kupili v manjših vsebnikih.  
Preglednica III: Pregled testiranih kozmetičnih izdelkov 
Ime izdelka (okrajšava) Opis KI 
Cena (€) 
za 50 
mL KI 
Navedena 
oblika vit C 
Navedena 
vsebnost 
vit C (%) 
Dejanski 
volumen 
KI (mL) 
The Ordinary Vitamin C 
Suspension 30% in 
Silicone (TO 30%) 
Krema za 
obraz 
13,33 
Askorbinska 
kislina 
30 30 
The Ordinary Vitamin C 
Suspension 23% + HA 
Spheres 2% (TO 23%) 
Krema za 
obraz 
12,5 
Askorbinska 
kislina 
23 30 
The Ordinary Ascorbic 
Acid 8% + Arbutin 2% 
(TO 8%) 
Posvetlitveni 
serum 
20 
Askorbinska 
kislina 
8 30 
Revolution Skincare 
Vitamin C 3% Serum (R 
3%) 
Posvetlitveni 
serum 
18,42 
Askorbinska 
kislina 
3 30 
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Revolution Skincare 
Vitamin C 12,5% Serum 
(R 12,5%) 
Posvetlitveni 
serum 
23,05 
Askorbinska 
kislina 
12,5 30 
Delia Cosmetics 
Professional Face Care 
Brightening serum with 
liposomal vitamin C 
(DL) 
Posvetlitveni 
serum za 
obraz, vrat in 
dekolte 
14,5 
Askorbinska 
kislina, 
natrijev 
askorbil 
fosfat, 
askorbil 
palmitat 
Ni podatka 10 
Kozmetika Kahne 
stabilni vitamin C (KH) 
Posvetlitveni 
sprej 
11,49 
Natrijev 
askorbil fosfat 
Ni podatka 50 
LA ROCHE-POSAY 
Redemic C (LRP C) 
Dnevna krema 
za obraz 
42,69 
Askorbinska 
kislina 
Ni podatka 1 
LA ROCHE-POSAY 
Pure vitamin C10 (LRP 
C10) 
Obnovitveni 
serum proti 
gubam 
58,47 
Askorbinska 
kislina 
10 1 
Eucerin Hyaluron-Filler 
Vitamin C Booster 
(EUC) 
Serum 
 
108,94 
Askorbinska 
kislina 
10 8 
 
3.2 ANALIZNE METODE 
Za analizo vitamina C in njegovih derivatov smo uporabili dve različni HPLC metodi, prvo 
metodo za sočasno analizo askorbinske kisline in natrijevega askorbil fosfata, drugo metodo 
pa za analizo askorbil palmitata. V Preglednici IV so predstavljeni kromatografski pogoji za 
vsako posamezno uporabljeno analizno metodo. Metode so bile predhodno razvite v 
Laboratoriju za stabilnost zdravil.  
Preglednica IV: Kromatografski pogoji HPLC metod 1 in 2 
Kromatografski parametri Metoda 1 Metoda 2 
Kolona 
Synergi Hydro-RP, 150 
× 4,6 mm, 4 µm, 
Phenomenex, ZDA 
Kinetex XB C-18, 100 × 4,6 
mm, 2,6 µm, Phenomenex, 
ZDA 
Predkolona Luna C-18, 4 × 3 mm, Phenomenex, ZDA 
Temperatura kolone (°C) 30 35 
Mobilna faza 
Izokratska ločba: 
A: 0,05% mravljinčna 
kislina (100%) 
izokratska ločba: 
A: 0,05% mravljinčna kislina 
(15%) 
B: metanol (45%) 
C: acetonitril (40%) 
Pretok 1 mL/min 
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Detekcija UV (254 nm) UV (255 nm) 
Volumen injiciranja 
Od 2 do 10 µL (odvisno 
od posameznega vzorca) 
Od 10 do 20 µL (odvisno od 
posameznega vzorca) 
Čas analize (min) 4 7 
Retencijski čas (min) 
Askorbinska kislina: 2,8 
Natrijev askorbil fosfat: 
2,2 
Askorbil palmitat: 4,7 
 
3.3 PRIPRAVA VZORCEV 
3.3.1 Priprava mobilne faze 
Mobilno fazo A (MFA) za obe metodi smo pripravili tako, da smo v 1 L miliQ vodo prenesli 
500 µL mravljinčne kisline (0,05% mravljinčna kislina). Pripravljeno raztopino mravljinčne 
kisline smo pred uporabo za HPLC analizo ročno premešali in razplinili s soniciranjem za 
10 minut. 
 
3.3.2 Priprava topila za raztapljanje in ekstrakcijo vitamina C 
Kot topilo za raztapljanje in ekstrakcijo vitamina C smo uporabili 1 mM raztopino EDTA v 
miliQ vodi, ki smo jo pripravili tako, da smo natehtali 372,24 mg EDTA in raztopili v 1 L 
miliQ vode. Pripravljeno raztopino EDTA smo pred uporabo za raztapljanje vzorcev ročno 
premešali in sonicirali za 10 minut, da se je EDTA popolnoma raztopila v miliQ vodi. 
 
3.3.3 Priprava standardnih raztopin za vrednotenje metode 
Za pripravo osnovnih raztopin (OR) posameznih standardov smo uporabili začetne 
koncentracije 1500 mg/L za vitamin C (vit C) in natrijev askorbil fosfat (C-fosf) ter 100 
mg/L za askorbil palmitat (C-palm). OR smo pripravili tako, da smo približno natančno 
natehtali določeno količino standardov, jih prenesli v bučke in dopolnili do oznake s topilom 
ter dobro premešali. OR smo ustrezno redčili, da smo dobili kalibracijske vzorce za 
umeritveno krivuljo. V Preglednici V so predstavljeni vsi kalibracijski vzorci. 
Preglednica V: Koncentracije kalibracijskih vzorcev 
Kalibracijski 
vzorci 
Koncentracija (mg/L) 
Vit C C-fosf C-palm 
5 5 1 
20 20 5 
15 
 
 
 
 
 
Za vrednotenje točnosti in ponovljivosti smo uporabili kontrolne vzorce (QC), in sicer 
kontrolne vzorce visoke koncentracije (QCh), srednje koncentracije (QCm) in nizke 
koncentracije (QCl). Kontrolne vzorce smo pripravili po enakem postopku kot kalibracijske 
vzorce. Koncentracije kontrolnih vzorcev so predstavljene v Preglednici VI. 
Preglednica VI: Koncentracije kontrolnih vzorcev 
 
Koncentracija (mg/L) 
Vit C C-fosf C-palm 
QCl 150 50 8 
QCm 500 500 40 
QCh 1000 1000 80 
 
3.4 VREDNOTENJE ANALIZNE METODE 
Metodo smo ovrednotili v skladu s smernicami ICH za validacijo analiznih metod (20). Pri 
vrednotenju uporabljene analizne metode smo preverjali selektivnost, linearnost, točnost, 
ponovljivost, mejo zaznave in mejo določitve ter stabilnost vzorcev. 
 
3.4.1 Vrednotenje instrumentalne HPLC-UV metode 
3.4.1.1 Selektivnost 
Selektivnost metode smo preverjali s standardi vitamina C, natrijevega askorbil fosfata in 
askorbil palmitata ter slepimi vzorci (miliQ voda, topilo za raztapljanje, metanol in 
acetonitril). Po analizi smo opazovali, ali se kromatografski vrhovi vitamina C in derivatov 
ločijo med sabo. Opazovali smo tudi, ali so v topilu prisotne kakšne nečistote, ki se eluirajo 
ob enakih retencijskih časih in bi lahko motile vrednotenje obravnavanih analitov. Dodatno 
smo v okviru vrednotenja selektivnosti pregledali tudi kromatograme analiz vseh KI. 
100 100 10 
200 200 25 
400 400 50 
600 600 75 
800 800 100 
1200 1200  
1500 1500  
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3.4.1.2 Linearnost 
Linearnost metode smo ovrednotili za vitamin C, natrijev askorbil fosfat in askorbil palmitat 
z umeritvenimi krivuljami, ki predstavljajo odvisnost odziva analita (površina pod 
kromatografskim vrhom) od njegove dejanske koncentracije. Za umeritveno krivuljo smo 
uporabili kalibracijske vzorce, ki smo jih pripravili po postopku 3.3.3. Linearnost smo podali 
s korelacijskim koeficientom in enačbo regresijske premice. Mejo za sprejemljivo linearnost 
smo postavili na R2 > 0,999.  
 
3.4.1.3 Točnost in ponovljivost 
Znotraj-dnevno in med-dnevno točnost metode smo vrednotili na kontrolnih vzorcih treh 
različnih koncentracij, nizki, srednji in visoki koncentraciji analitov, ki pokrivajo celotno 
območje linearnosti in so bili pripravljeni po postopku 3.3.3. 
Točnost smo izračunali iz naslednje enačbe (Enačba 1), tako da smo primerjali izračunano 
koncentracijo določenih analitov v kontrolnih vzorcih s pomočjo umeritvene premice in 
njihovo dejansko koncentracijo (izračunano na podlagi postopka priprave vzorcev). Za mejo 
sprejemljivosti smo postavili interval 90 – 110%.  
𝑇𝑜č𝑛𝑜𝑠𝑡(%) =  
𝐶 𝑖𝑧𝑚𝑒𝑟𝑗𝑒𝑛𝑎
𝐶 𝑑𝑒𝑗𝑎𝑛𝑠𝑘𝑎
 𝑥 100 
Enačba 1 
C izmerjena = ugotovljena koncentracija analita v vzorcu (mg/L) 
C dejanska = dejanska koncentracija analita v vzorcu (mg/L) 
Dodatno smo preverili točnost metode za Vit C in C-fosf pri spremembi volumna injiciranja 
(Vinj). Za normiran Vinj smo postavili 2 µL, injicirali smo tudi 5 µL, 10 µL in 20 µL. Odziv 
s spremenjenim Vinj smo prilagodili na normiran Vinj in izračunali stopnjo ujemanja. Mejo 
za sprejemljivo ujemanje smo si postavili 100 ± 5%. 
Znotraj-dnevno in med-dnevno ponovljivost metode smo izračunali tako, da smo vsak 
kontrolni vzorec pripravili v treh paralelkah in vrednotili stopnjo ujemanja med paralelkami 
znotraj enega dneva validacije (znotraj-dnevna ponovljivost) oziroma med različnimi dnevi 
validacije (med-dnevna ponovljivost). Stopnjo ujemanja smo izrazili z relativnim 
standardnim odklonom (RSD), mejo sprejemljivosti ponovljivosti smo postavili na RSD 
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<5%. Vrednotili smo tudi ponovljivost injiciranja vzorcev pri vit C in C-fosf tako, da smo 
šestkrat injicirali kontrolni vzorec (QCl) in izračunali RSD – mejo smo si postavili na RSD 
< 2%. 
 
3.4.1.4 Meja zaznave in meja določitve 
Z nizkimi standardi (Preglednica VII) vitamina C in derivatov smo preverjali mejo zaznave 
(LOD) in mejo določitve (LOQ) na osnovi razmerja signal in šum. Meja zaznave nam pove 
najnižjo koncentracijo analita, ki jo še zaznamo, meja določitve pa nam pove najnižjo 
koncentracijo analita, ki jo lahko kvantitativno določimo.  
Preglednica VII: Koncentracija standardov za vrednotenje meje zaznave in določitve 
Koncentracija (mg/L) 
Vit C C-fosf C-palm 
0,5 1,0 0,2 
1,0 2,0 0,5 
2,5 5,0 1,0 
5,0   
 
3.4.1.5 Stabilnost kontrolnih vzorcev 
Stabilnost vzorcev smo preverjali tako, da smo kontrolne vzorce, pripravljene po postopku 
3.3.3, analizirali takoj po pripravi in po 24 urah. Stabilnost smo izračunali kot razmerje 
odziva analita v vzorcu po enem dnevu in odziva analita v vzorcu po takojšni analizi ter 
pomnožili s 100%. Če je rezultat stabilnosti 100% ± 5%, lahko potrdimo, da v 24 urah ni 
prišlo do značilne nestabilnosti analita v vzorcu.  
 
3.4.2 Razvoj ekstrakcijskega postopka 
Razvoj ekstrakcijskega postopka smo začeli na izdelku TO 30% in R 12,5% (Preglednica 
III). Natehtali smo 50 mg izdelka v centrifugirke v štirih paralelkah. V eno centrifugirko smo 
dodali 10 mL raztopine EDTA, v ostale tri pa smo dodali 2 mL organskega topila (MeOH, 
ACN in heksan) in nato 8 mL raztopine EDTA. Po dodatku topil smo centrifugirke 
vorteksirali 5 minut in sonicirali 10 minut. Nato smo vzorce centrifugirali pri 20 °C za 10 
minut na 5000 obratih/minuto.  
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Pri izdelku TO 30% smo preverili pri kakšnem razmerju organskega in vodnega topila 
dobimo največji izkoristek ekstrakcije vitamina C. Na podlagi teh rezultatov smo nato 
izbrani postopek preverili pri ostalih KI, ki tudi vsebujejo večino lipofilnih sestavin.  
Ostale KI (razen KH, TO 23% in R 3%), tako tiste, ki vsebujejo večino lipofilnih sestavin 
kot tiste, ki vsebujejo večino hidrofilnih sestavin, smo najprej pripravili po štirih različnih 
postopkih, ki so predstavljeni v Preglednici VIII. Na začetku razvoja ekstrakcijskega 
postopka smo pripravili štiri paralelke posameznih KI:  
 Vzorci KI, pripravljeni z organskim topilom (MeOH, ACN ali heksan) in raztopino 
EDTA: KI smo natehtali v centrifugirko in dodali 2 mL organskega topila, nato smo 
vzorce vorteksirali 5 minut in sonicirali 10 minut. Nato smo dodali 10 mL 1 mM 
raztopine EDTA in postopek z vorteksiranjem in soniciranjem ponovili, in jih 
centrifugirali. Če raztopina ni bila bistra, smo supernatant prefiltrirali in prenesli v 
viale. 
 Vzorec KI, pripravljen samo z raztopino EDTA: KI smo natehtali v centrifugirko in 
dodali 10 mL 1 mM raztopino EDTA, nato smo vzorec vorteksirali 5 minut in 
sonicirali 10 minut. Nato smo vzorec centrifugirali in prenesli v viale. Če raztopina 
vzorca ni bila bistra in je vsebovala raztopljene delce, smo vzorec še prefiltrirali in 
ga prenesli v vialo. 
Preglednica VIII: Poskusni postopki za pripravo vzorcev izbranih KI 
 
 
 
 
 
3.4.3 Vrednotenje analiznega postopka 
3.4.3.1 Izkoristek ekstrakcije 
Za preverjanje učinkovitosti ekstrakcije vitamina C iz izdelkov smo ločeno pripravili tri 
različne raztopine: prva je bila raztopina kozmetičnega izdelka, pripravljena po končnem 
postopku priprave vzorcev (opisano v poglavju 3.5.1), druga je bila raztopina s približno 
enako količino standarda in tretja je bila raztopina kozmetičnega izdelka s približno enako 
 
Določena količina KI (30 mg do  
50 mg) 
Dodatek topila 
10 mL 1mM raztopine EDTA 
2 mL MeOH in 10 mL 1 mM raztopine EDTA 
2 mL ACN in 10 mL 1 mM raztopine EDTA 
2 mL heksana in 10 mL 1 mM raztopine EDTA 
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količino dodanega standarda kot v drugi raztopini. Raztopino standarda in raztopino KI z 
dodanim standardom smo pripravili na enak način kot raztopino KI po postopku opisanem 
v poglavju 3.5.1.1 za KI TO 30%, TO 23%, TO 8% in EUC oziroma po postopku opisanem 
v poglavju 3.5.1.2 za KI R 12,5%, R 3% in KH. Iz rezultatov analiz smo izračunali izkoristek 
ekstrakcije po Enačbi 2. Za uspešen izkoristek ekstrakcije smo podali mejo sprejemljivosti 
100% ± 10%.  
𝐼𝑧𝑘𝑜𝑟𝑖𝑠𝑡𝑒𝑘 (%) =  
(𝐶𝑣𝑧 + 𝑠𝑡𝑑) − 𝐶𝑣𝑧
𝐶𝑠𝑡𝑑
𝑥 100 % 
Enačba 2 
Cvz + std = izmerjena koncentracija analita v raztopini kozmetičnega izdelka z dodanim 
standardom (mg/L) 
Cvz = izmerjena koncentracija analita v raztopini kozmetičnega izdelka (mg/L) 
Cstd = izmerjena koncentracija analita v raztopini standarda (mg/L) 
 
3.4.3.2 Ponovljivost priprave vzorca 
Vsak kozmetični izdelek smo natehtali, pripravili in analizirali v vsaj treh paralelkah (izdelek 
EUC smo pripravili v osmih paralelkah) po postopku 3.5.1.1 ali 3.5.1.2. Iz rezultatov smo 
izračunali RSD, s pomočjo katerega smo vrednotili ponovljivost priprave vzorcev 
kozmetičnih izdelkov. Mejo sprejemljivega RSD smo postavili do 5%. 
 
3.5 VREDNOTENJE VSEBNOSTI VITAMINA C 
3.5.1 Postopek priprave vzorcev KI 
3.5.1.1 Postopek priprave vzorcev KI, ki so vsebovali večino lipofilnih sestavin 
V nadaljevanju opisan postopek smo uporabili za pripravo vzorcev naslednjih KI: TO 30%, 
TO 23%, TO 8%, LRP C10, LRP C, DL in EUC. Najprej smo v centrifugirko natehtali 
vnaprej določeno maso KI (30 mg TO 30% in TO 23, 50 mg vseh ostalih KI), dodali 2 mL 
heksana in 5 minut vorteksirali. Nato smo centrifugirke z vzorci postavili na ultrazvok in 10 
minut sonicirali. Po soniciranju smo v centrifugirke dodali 10 mL 1 mM raztopine EDTA, 5 
minut vorteksirali in postavili centrifugirke na ultrazvočno kopel za 10 minut. Nato smo 
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centrifugirke z vzorci centrifugirali pri 20 °C na 5000 obratih/min za 10 minut. Po 
centrifugiranju smo dobili vsaj dve fazi. V viale smo prenesli spodnjo fazo (raztopina 
EDTA) ter analizirali po HPLC metodi 1 oziroma 2. 
 
3.5.1.2 Postopek priprave vzorcev KI, ki so vsebovali večino hidrofilnih sestavin 
Za pripravo vzorcev naslednjih KI: R 12,5%, R 3% in KH smo uporabili naslednji postopek. 
Najprej smo natehtali 50 mg KI v centrifugirke in dodali 10 mL 1 mM raztopine EDTA. 
Nato smo vorteksirali 5 minut in postavili na ultrazvočno kopel za 10 minut. Po soniciranju 
smo centrifugirke centrifugirali pri 20 °C na 5000 obratih/min za 10 minut. Po 
centrifugiranju smo enako dobili vsaj dva sloja kot pri postopku 3.5.1.1. 
V viale smo prenesli spodnjo vodno fazo ter analizirali po HPLC metodi 1. Pri nekaterih 
vzorcih smo injicirali večje volumne (Vinj pri R 3% je 5 µL, KH 10 µL, pri ostalih KI pa je 
2 µL).  
 
3.5.2 Izračun količine vitamina C v kozmetičnih izdelkih 
Po HPLC analizi treh paralelk (osem pri EUC) smo s pomočjo enačbe umeritvene premice 
izračunali koncentracijo analitov. Po Enačbi 3 smo iz koncentracije analitov in volumna 
vodne faze izračunali odstotek vitamina C v kozmetičnih izdelkih in nato še povprečje 
vsebnosti vitamina C v izdelkih. 
% 𝑣𝑖𝑡𝑎𝑚𝑖𝑛𝑎 𝐶 𝑣 𝐾𝐼 =  
𝐶𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑎 𝑥 𝑉𝑣𝑜𝑑𝑛𝑒 𝑓𝑎𝑧𝑒
1000
𝑚𝑔 𝐾𝐼
 𝑥 100 % 
Enačba 3 
Canalita = ugotovljena koncentracija analita v vzorcu KI (mg/L) 
Vvodne faze = Volumen dodane raztopine EDTA (mL) 
 
3.6 STABILNOSTNA ŠTUDIJA 
Izbrane kozmetične izdelke (Preglednica IX) smo izpostavili dolgoročnim in pospešenim  
pogojem shranjevanja. Dolgoročno testiranje smo izvedli na KI v njihovi originalni ovojnini, 
21 
 
pri sobni temperaturi in v temnem prostoru. Pospešeno testiranje pa smo izvedli pri povišani 
temperaturi (40°C). KI smo pred izpostavitvijo povišani temperaturi natehtali v petnajstih 
paralelkah v centrifugirke, ki so bile v času študije zaprti. Tako vzorce na povišani 
temperaturi kot pri sobni temperaturi smo analizirali v naslednjih časovnih točkah: ob času 
0, po enem tednu, po dveh tednih in enem mesecu, vzorce na povišani temperaturi smo 
dodatno še analizirali po enem dnevu. Vzorce za stabilnost smo v vsaki časovni točki 
pripravili v treh paralelkah po postopku 3.5.1.1 ali 3.5.1.2 in jih  analizirali s HPLC metodo 
1.  
Preglednica IX: Izbrani KI za stabilnostno študijo 
Izbrani KI za stabilnostno študijo 
TO 30% 
TO 23% 
TO 8% 
EUC 
R 3% 
R 12,5% 
KH 
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 ANALIZNI POSTOPEK ZA UGOTAVLJANJE VITAMINA C V 
KOZMETIČNIH IZDELKIH 
Za vrednotenje vsebnosti in stabilnost vitamina C in derivatov - askorbil palmitata in 
natrijevega askorbil fosfata v kozmetičnih izdelkih smo uporabili dve HPLC-UV metodi, 
razviti v Laboratoriju za stabilnost zdravil na Fakulteti za farmacijo, ki sta predstavljeni v  
poglavju 3.2. Pred začetkom analiz KI smo ustreznost instrumentalnih HPLC-UV metod 
preverili z naslednjimi parametri: selektivnost, linearnost, točnost, ponovljivost, meja 
zaznave in meja določitve ter stabilnost. 
 
4.1.1 Vrednotenje HPLC metod 
4.1.1.1 Selektivnost 
Pri analizi vitamina C in derivatov s HPLC-UV metodo (poglavje 3.2) smo za potrditev 
selektivnosti metode opazovali ločbo kromatografskih vrhov vit C, C-fosf in C-palm. V 
kromatogramu slepih vzorcev ni bilo nobenih interferenc oziroma kromatografskih vrhov, 
ki bi lahko motili analizo vitamina C in omenjenih derivatov. Vsaka spojina se eluira ob 
določenem retencijskem času, to pa je odvisno od njene strukture oziroma fizikalno-
kemijskih lastnosti (npr. hidrofilnost). Iz posnetih kromatogramov analitov in struktur spojin 
lahko sklepamo, da je natrijev askorbil fosfat bolj hidrofilen od vitamina C, saj se eluira pri 
retencijskem času 2,2 min, medtem ko se vitamin C eluira pri retencijskem času 2,8 min ob 
enakih kromatografskih pogojih (Priloga, Kromatogrami 1-3). Tudi vizualno smo pregledali 
vse kromatograme analiz vzorcev KI, pri katerih prav tako nismo zaznali interferenc 
(Priloga, Kromatograma 4-5). Metoda je torej selektivna za vitamin C in ostala dva 
obravnavana derivata. 
 
4.1.1.2 Linearnost 
Linearnost analizne metode je njena sposobnost, da poda/pridobi rezultate testov, ki so 
neposredno sorazmerni koncentraciji v vzorcu (20). Za pripravo umeritvene premice smo 
uporabili kalibracijske vzorce, ki smo jih pripravili po postopku 3.3.3. Linearnost metode za 
vitamin C in derivate smo potrdili, saj je bila vrednost R2 večja od 0,999 za vse tri analite. 
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Slike 2-4 predstavljajo umeritvene premice s korelacijskim koeficientom in enačbo 
regresijske premice za posamezen analit. 
 
Slika 2: Linearnost metode za vitamin C 
 
Slika 3: Linearnost metode za natrijev askorbil fosfat 
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Slika 4: Linearnost metode za askorbil palmitat 
 
4.1.1.3 Točnost in ponovljivost 
Za vrednotenje znotraj-dnevne in med-dnevne točnosti in ponovljivosti smo uporabili 
kontrolne vzorce pripravljene po postopku 3.3.3. Glede na dobljene rezultate (Preglednica 
X) lahko potrdimo točnost za vitamin C ter derivata C-fosf in C-palm, saj je v intervalu 
sprejemljivosti (90-110%). Potrdimo lahko tudi točnost metode pri spremembi Vinj za 
vitamin C in C-fosf, saj noben rezultat ne preseže meje 100 ± 5%, kar pomeni, da lahko 
injiciramo različne volumne KI brez vpliva na točnost rezultatov. Dokazali smo tudi, da je 
metoda ponovljiva, saj v nobenem kontrolnem vzorcu za vitamin C in derivata ne presežemo 
zgornje meje RSD, ki je postavljena na 5%. Prav tako lahko potrdimo ponovljivost 
injiciranja, ki smo jo določili na kontrolnem vzorcu QCl za vit C in C-fosf (Preglednica X). 
Preglednica X: Znotraj-dnevna in med-dnevna točnost, ponovljivost priprave kontrolnih 
vzorcev ter točnosti in ponovljivost injiciranja za vitamin C in njegova derivata 
Točnost (%) Ponovljivost (RSD (%)) 
Analit QC 
Znotraj-
dnevna 
Med-dnevna 
Znotraj-
dnevna 
Med-dnevna 
Vit C 
QCl 108 106 1,9 2,0 
QCm 110 109 0,9 1,0 
QCh 94 100 0,3 0,5 
C-fosf 
QCl 94 90 1,2 0,9 
QCm 100 93 0,1 0,1 
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QCh 99 93 0,3 0,2 
C-palm 
QCl 103 105 2,4 1,9 
QCm 92 105 1,1 1,0 
QCh 95 105 1,3 1,1 
Ponovljivost injiciranja (RSD(%)) 
Vit C 0,7 
C-fosf 1,1 
Točnost pri spremembi Vinj (%) (±RSD(%)) 
Vit C 99,7 ± 0,6 
C-fosf 99,5 ± 1,1 
 
4.1.1.4 Meja zaznave in meja določitve 
Mejo zaznave in določitve smo določili pri vsakem analitu. LOD je bila pri vseh analitih 
nižja od 0,3 mg/L, LOQ pa je bila nižja od 0,8 mg/L (Preglednica XI). 
Preglednica XI: Koncentracije za posamezni analit za mejo zaznave in določitve 
 Vitamin C Askorbil palmitat Natrijev askorbil fosfat 
LOD (mg/L) 0,02 0,2 0,1 
LOQ (mg/L) 0,06 0,7 0,3 
 
4.1.1.5 Stabilnost 
Rezultati za stabilnost kontrolnih vzorcev so podani kot razmerje odzivov po 24 urah glede 
na začetno koncentracijo ob času 0 (100%). Kontrolni vzorci so bili pripravljeni po postopku 
3.3.3 in analizirani ob času 0 (takoj po pripravi vzorcev) in po 24 urah. Iz Preglednice XII 
vidimo, da pri nobenem kontrolnem vzorcu vit C in derivatov C-fosf in C-palm rezultati ne 
odstopajo za več kot 2% od začetne koncentracije ob času 0. To pomeni, da lahko potrdimo 
vsaj enodnevno stabilnost vseh treh analitov. 
Preglednica XII: Stabilnost kontrolnih vzorcev vit C, C-fosf in C-palm 
Analit QCl QCm QCh 
Vitamin C 98,7 98,8 99,7 
Askorbil palmitat 95,3 95,3 97,8 
Natrijev askorbil fosfat 100,6 99,6 100,4 
 
4.1.2 Razvoj ekstrakcijskega postopka 
Pred začetkom razvoja metode priprave vzorca smo preučili sestavo vseh testiranih KI 
(Preglednica III) in ugotovili, da jih lahko razdelimo v dve skupini: KI, ki vsebujejo več 
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lipofilnih sestavin kot hidrofilnih (TO 30%, TO 23%, TO 8%, LRP C10, LRP C, EUC in 
DL), in KI, ki vsebujejo večino hidrofilnih sestavin (R 12,5%, R 3% in KH).  
 
4.1.2.1 Razvoj ekstrakcijske metode 
Na začetku razvoja ekstrakcijske metode smo izbrali po en izdelek iz obeh skupin KI – bolj 
lipofilne (TO 30%) oziroma bolj hidrofilne sestave (R 12,5%) ter preizkusili vse postopke 
priprave obeh vzorcev, ki so omenjeni v poglavju 3.4.2. Po pregledu rezultatov smo se 
odločili, da pri izdelku TO 30% poiščemo najprimernejše organsko topilo in razmerje med 
organskim topilom (ACN in heksan) in vodnim topilom (raztopina EDTA), pri katerem je 
bil najvišji izkoristek ekstrakcije vitamina C in ga potem uporabimo za vse KI, ki vsebujejo 
večino lipofilnih sestavin. Na podlagi rezultatov smo se odločili za heksan kot organsko 
topilo v razmerju 2 mL heksana in 10 mL raztopine EDTA (Preglednica XIII).  
Preglednica XIII: Predstavljena razmerja organskega in vodnega topila ter rezultati 
ekstrakcijskih metod za lipofilne KI (TO 30%) 
 
Količina dodanega organskega 
topila (mL) 
Količina dodane raztopine 
EDTA (mL) 
Vsebnost ekstrahiranega 
vit C (%) 
Heksan 
1 
10 
32,0 
2 32,4 
2,5 31,6 
3 32,2 
ACN 
1 
10 
31,2 
2 31,2 
3 32,3 
Na posameznih KI smo nato poskusili vse postopke priprave vzorcev, predstavljene v 
poglavju 3.4.2 in nato izbrali tistega, ki je bil najučinkovitejši. Pri nekaterih izdelkih (KH, 
TO 23% in R 3%) smo na podlagi sestave KI in njene podobnosti s sestavo drugih izdelkov 
enakega proizvajalca izbrali primeren postopek priprave. 
Pri vsakem KI (razen TO 23%, R 3% in KH) smo preiskusili vse štiri različne postopke 
ekstrakcije vitamina C in njegovih derivatov (Preglednica VIII) in glede na dobljene 
rezultate odzivov izbrali najustreznejšo metodo za pripravo vzorcev KI, s katero smo 
ekstrahirali najvišjo možno vsebnost vit C in derivatov iz KI (Preglednica XIV). Za boljšo 
ločitev ostalih sestavin od vit C in derivatov smo vse vzorce centrifugirali in dobili vsaj dva 
sloja: zgornja plast je bila sestavljena iz heksana (pri vzorcih, ki smo jih pripravili s 
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heksanom) in vseh lipofilnih sestavin, ki so bile prisotne v izdelku ter spodnja plast, ki je 
bila sestavljena iz raztopine EDTA, vit C in/ali C-fosf (izdelka DL in KH). Pri nekaterih 
izdelkih se je še pojavila tretja plast oziroma usedlina, to pa so sestavljale nekatere sestavine 
izdelkov, ki niso dobro topne niti v hidrofilnem niti lipofilnem mediju (npr. arbutin v TO 
8%). 
Nekateri vzorci se razlikujejo po količini natehtanega KI (TO 30% in TO 23% smo natehtali 
30 mg, ostale 50 mg) in volumnu injiciranja (Vinj pri pri R 3% je 5 µL, KH 10 µL, pri ostalih 
KI pa je 2 µL), kot posledica preliminarno ugotovljene količine vitamina C v izdelku. 
Preglednica XIV: Količina ekstrahiranega vit C oziroma njegovega derivata pri posameznem 
KI glede na postopek ekstrakcije 
*izbrani postopek 
Na podlagi dobljenih rezultatov (najvišja vsebnost pri posameznem topilu) smo se odločili 
za dva ekstrakcijska postopka. Za pripravo vzorcev KI, ki so vsebovali večino lipofilnih 
sestavin (TO 30%, TO 23%, TO 8%, LRP C10, LRP C, DL in EUC), smo se odločili za 
ekstrakcijo tekoče-tekoče s heksanom in 1 mM raztopino EDTA (postopek 3.5.1.1). S tem 
smo ločili hidrofilne in lipofilne sestavine tako da smo pridobili čistejši vzorec (manj 
potencialnih interferenc pri analizi), in tak postopek nam omogoča najbolj učinkovito 
ekstrakcijo vitamina C in derivatov (Preglednica XIV). Za vzorce, ki so vsebovali večino 
hidrofilnih sestavin (vodo, določene konzervanse, vit C, C-fosf) pa smo z enostavno 
ekstrakcijo z 1 mM raztopino EDTA dosegli najboljšo ekstrakcijo vitamina C in derivatov, 
neraztopljene lipofilne sestavine pa smo odstranili s centrifugiranjem (postopek 3.5.1.2). 
Z optimiziranimi postopki priprave vzorcev smo dobili približno vsebnost, ki smo jo 
pričakovali glede na navedeno vsebnost vitamina C v KI. Izjema je bil izdelek EUC, pri 
katerem je bila vsebnost precej nižja od pričakovane navedene vsebnosti. Posebnost tega 
Vsebnost ekstrahirane učinkovine glede na postopek (%) 
KI 
Raztopina 
EDTA 
MeOH+raztopina 
EDTA 
ACN+raztopina 
EDTA 
Heksan+raztopina 
EDTA 
TO 30% 20,8 31,3 32,0 32,1* 
TO 8% 8,7 8,6 8,7 8,7 * 
R 12,5% 12,7 * 12,1 11,8 11,7 
LRP C 4,6 4,6 4,6 4,6 * 
LRP C10 11,3 11,2 10,5 11,4 * 
EUC 0,07 0,06 0,03 0,07 * 
DL 0,46 0,46 0,44 0,47 * 
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izdelka je ovojnina, ki je razdeljena na dva dela, en del sestavlja vitamin C in drugi del 
preostale sestavine izdelka. Proizvajalec navaja, da pred začetkom uporabe izdelka 
uporabnik sprosti vsebino prvega dela ovojnine (vitamin C), ki se potem zmeša s preostalo 
vsebino izdelka. Na začetku študije z izdelkom EUC smo se ravnali v skladu z navodili 
proizvajalca, vendar smo dobili zelo nizke vsebnosti (manj kot 0,1% v primerjavi z navedeno 
10%, Preglednica XIV), za katere smo predvidevali, da so posledica nehomogene 
porazdelitve vitamina C znotraj izdelka. Z namenom homogeniziranja smo nato nekaj 
vsebine izdelka tudi zavrgli zaradi same oblike vsebnika in nato vsebnik močno ročno 
premešali in tudi vorteksirali (3 minute) in ga še sonicirali (3 minute). Po tem dodatnem 
postopku homogeniziranja smo pri analizi vzorcev EUC izmerili večje vsebnosti, ki so se 
približale navedenim na ovojnini, a smo v nadaljnji stabilnostni študiji ugotovili, da je po 
določenih časovnih točkah vsebnost še višja od začetne točke. Iz tega sklepamo, da se 
vsebina izdelka EUC kljub intenzivnemu mešanju ni homogeno porazdelila znotraj vsebnika 
(vitamin C s preostalimi sestavinami). Poudarimo lahko, da je tak serum, ki ni homogen 
znotraj vsebnika, manj primeren za uporabo. Proizvajalec je hotel ohraniti večjo stabilnost 
vitamina C v izdelku, vendar je ovojnina funkcionalno neustrezna in posledično izdelek ni 
homogen.  
 
4.1.2.2 Izkoristek ekstrakcije in ponovljivost priprave vzorcev 
Po razvoju in optimizaciji ekstrakcijskih postopkov smo celotni analizni postopek 
ovrednotili s ponovljivostjo priprave in izkoristkom ekstrakcije analita iz vzorca KI. S tem 
smo preverjali ponovljivost ekstrakcijskega postopka ter uspešnost ekstrahirane količine 
analita iz KI. Ponovljivost metode smo preverjali pri vseh izdelkih razen DL (nismo zaznali 
vit C) ter LRP C10 in LRP C, saj sta bila izdelka v manjši količini. Vsem vzorcem, ki smo 
jih pripravili v vsaj treh paralelkah po postopku 3.5.1.1 ali 3.5.1.2, smo izračunali povprečni 
odziv in standardni odklon (SD) ter ponovljivost priprave vzorcev izrazili z izračunanim 
RSD. Rezultati izkoristka ekstrakcije in ponovljivosti priprave vzorcev pri vseh izbranih KI 
so predstavljeni v Preglednici XV. Razberemo lahko, da RSD pri nobenem izdelku razen 
EUC (že omenjena nehomogenost je razlog za višji RSD) ne presega zastavljene meje (5%), 
zato sklepamo, da je postopek priprave vzorcev ponovljiv. Tudi rezultati izkoristka 
ekstrakcije so za vse izdelke znotraj meje sprejemljivosti, ki je 100% ± 10%, zato lahko 
potrdimo, da je metoda priprave vzorca ustrezna.  
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Preglednica XV: Izkoristek ekstrakcije in ponovljivost priprave vzorcev za vitamin C in 
njegov derivat 
KI Izkoristek ekstrakcije (%) RSD ponovljivost (%) 
TO 30% 99,2 1,6 
TO 23% 100,1 0,3 
TO 8% 104,2 1,5 
R 3% 105,0 0,6 
R 12,5% 93,5 3,3 
KH 91,8 1,0 
EUC 106,3 8,2 
  
4.2 KVALITATIVNO PREVERJANJE VITAMINA C V KOZMETIČNIH 
IZDELKIH 
4.2.1 Lastnosti izbranih kozmetičnih izdelkov 
Pri izbiri kozmetičnih izdelkov za našo raziskavo smo največjo pozornost namenili temu, ali 
je na ovojnini navedena vsebnost vitamina C. Izbrali smo izdelke, ki so večinoma serumi in 
kreme, našli smo tudi en izdelek, ki je v obliki pršila. V izdelkih je bil največkrat naveden 
vitamin C (v 9 od 10 izdelkov), dva izdelka sta navajala prisotnost C-fosf, C-palm pa samo 
en izdelek (Preglednica III). Zanimalo nas je: 1. ali so vitamin C oziroma njegovi derivati 
sploh prisotni v samem KI, 2. v kakšni koncentraciji jih najdemo in 3. ali se ugotovljena 
koncentracija ujema s koncentracijo na ovojnini (če je navedena). Pri izbiri smo bili pozorni 
tudi na različne proizvajalce in cenovne razrede KI. Našli smo tudi nekaj izdelkov, ki 
vsebujejo nekatere omenjene derivate vitamina C (natrijev askorbil fosfat in askorbil 
palmitat) in jih vključili v našo študijo. 
 
4.2.2 Kvalitativno vrednotenje vitamina C in derivatov v kozmetičnih izdelkih 
Pred kvantitativnim vrednotenjem vit C, C-fosf in C-palm smo preverili, ali so navedene 
sestavine v KI prisotne. Vzorce smo pripravili po postopku, opisanem v poglavju 3.5.1.1 ali 
3.5.1.2, in vit C in C-fosf analizirali po metodi 1 (poglavje 3.2), C-palm pa po metodi 2 
(poglavje 3.2). V Preglednici XVI so predstavljeni vsi analizirani KI z navedenimi in  
ugotovljenimi oblikami vitamina C ter z oceno skladnosti.  
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Preglednica XVI: Primerjava navedenih in ugotovljenih oblik vitamina C v izbranih KI 
Okrajšava 
KI 
Navedena oblika vit C Zaznana oblika vit C 
Ustreza / ne 
ustreza 
TO 30% Vit C Vit C Ustreza 
TO 23% Vit C Vit C Ustreza 
TO 8% Vit C Vit C Ustreza 
R 3% Vit C Vit C Ustreza 
R 12,5% Vit C Vit C Ustreza 
LRP C10 Vit C Vit C Ustreza 
EUC Vit C Vit C Ustreza 
DL Vit C, C-fosf, C-palm C-fosf Ne ustreza 
LRP C Vit C Vit C Ustreza 
KH C-fosf C-fosf Ustreza 
 
Iz eksperimentalnih podatkov smo ugotovili, da je vitamin C oziroma so njegovi derivati 
prisotni v vseh KI, ki njihovo prisotnost navajajo, razen pri enem (DL). Izdelek DL ima na 
ovojnini navedeno, da vsebuje vit C, C-fosf in C-palm, vendar smo v tem KI zaznali le C-
fosf. Iz seznama sestavin lahko razberemo, da je C-fosf naveden veliko prej kot vit C in C-
palm, ki sta navedena med zadnjimi sestavinami. Razlogov za odsotnost vitamina C in C-
palm je lahko več, poleg nižje vsebnosti obeh oblik v izdelku je eden od razlogov sama 
stabilnost vitamina C, saj je lahko že pri izdelavi ali med transportom KI (povišana 
temperatura) prišlo do razpada. Možnost je tudi, da proizvajalec navedenih sestavin sploh ni 
dodal v KI, v vsakem primeru pa gre za neustrezno formulacijo glede na navedbo na 
ovojnini. 
 
4.3 KVANTITATIVNO VREDNOTENJE VSEBNOSTI VITAMINA C IN 
DERIVATOV 
Glede na to, da smo v KI zaznali prisotnost vit C in C-fosf, smo v nadaljevanju ovrednotili 
še njuno vsebnost v KI z namenom, da ocenimo kakovost samih kozmetičnih izdelkov in 
resničnost navedb. Za vrednotenje vsebnosti vitamina C in njegovega derivata smo vzorce 
za analizo pripravili po postopku 3.5.1.1 ali 3.5.1.2. Za ugotavljanje vsebnosti (m/m%) smo 
najprej izračunali koncentracijo analita in nato s pomočjo Enačbe 3 izračunali vsebnost vit 
C oziroma C-fosf v KI. Rezultati vsebnosti obeh predstavnikov so predstavljeni v 
Preglednici XVII in na Sliki 5. 
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Preglednica XVII: Vsebnost vit C in C-fosf v testiranih KI 
KI 
Navedena 
oblika vit C 
Navedena 
vsebnost (%) 
Ugotovljena  
vsebnost (%) 
Odstotek vsebnosti glede na 
navedeno (% ± RSD (%)) 
TO 30% Vit C 30 31,7 105,8 ± 1,6 
TO 23% Vit C 23 26,7 116,0 ± 0,3 
TO 8% Vit C 8 8,6 107,6 ± 1,5 
R 3% Vit C 3 2,8 94,6 ± 0,7 
R 12,5% Vit C 12,5 11,8 94,6 ± 3,3 
KH C-fosf / 2,7 / 
DL 
C-fosf, 
Vit C, C-palm 
/ 
0,93 
< LOD, <LOD 
/ 
/, / 
LRP C10 Vit C 10 11,4 114,1 ± 6,2 
LRP C Vit C / 4,6 / 
EUC Vit C 10 9,0 89,7 ± 6,7 
 
 
Slika 5: Primerjava izmerjene vsebnosti vit C in C-fosf (m/m %) v izbranih KI 
Naš namen je bil ugotoviti vsebnost vitamina C oziroma njegovih derivatov v izbranih 
kozmetičnih izdelkih in primerjati rezultate z navedeno vsebnostjo. Vsebnost vitamina C je 
namreč povezana z delovanjem in posledično učinkom na koži. Večja kot je vsebnost 
vitamina C, večja je dermalna absorpcija in delovanje v koži. Pri izbranih in testiranih KI je 
vsebnost kvantitativno navedena le za vitamin C, ta pa je med 3% in 30%, pri ostalih KI, ki 
ne navajajo vsebnosti pa je ta za vitamin C najbrž veliko nižja. Za primerjavo smo imeli tudi 
izdelke različnih cenovnih razredov.  
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Zanimalo nas je, ali izdelki, ne glede na njihov cenovni razred vsebujejo primerjalno 
koncentracijo vitamina C, kot je navedena. Kot kriterij za pravilno navajanje vsebnosti smo 
vzeli območje 100% ± 20%.  
 
Slika 6: Primerjava med navedeno in ugotovljeno vsebnostjo vit C v izbranih KI 
Rezultati (Slika 6) so zelo dobri, celo odlični glede na to, da smo pričakovali, da bodo 
ugotovljene vsebnosti vit C nižje ali veliko nižje, ker je nestabilen in ker smo izbrali KI 
večinoma iz nižjega in srednjega cenovnega razreda. Rezultati so torej veliko boljši od 
pričakovanih, največje odstopanje opazimo pri izdelkih TO 23% in LRP C10, a oba 
presegata 100% (do 16%). Iz tega vidimo, da sta proizvajalca predvidela, da bo v izdelku 
lahko prišlo do upada vit C med transportom in shranjevanjem oziroma med samo uporabo 
izdelka in je v izdelek  dodal še večjo količino vit C (prebitek).  
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Slika 7: Primerjava cen testiranih izdelkov in njihova vsebnost vit C 
Med ceno in vsebnostjo vit C v izbranih izdelkih ni neposredne povezave, saj dražji izdelki 
ne vsebujejo več vit C kot cenejši (Slika 7). K višji ceni lahko prispevajo tudi dodane aktivne 
sestavin zraven vitamina C (pri izdelkih TO 8%, LRP C10 in EUC) in prepoznavnost znamke 
(npr. LRP). Prišli smo do ugotovitve, da nekateri proizvajalci (npr. TO) dodajo sestavine, ki 
zaščitijo vit C pred nestabilnostjo (BHT, vitamin E, EDTA) in tako podaljšajo stabilnost 
vitamina C v izdelku. 
Izdelek DL ima na ovojnini navedeno, da vsebuje vitamin C in derivata askorbil palmitat in 
natrijev askorbil fosfat. V analizi smo zaznali le natrijev askorbil fosfat v nižji koncentraciji. 
Lahko, da sta tudi vitamin C in askorbil palmitat prisotna v KI, a le v manjši količni kot smo 
ju sposobni zaznati s HPLC metodo (za vit C < 0,02 mg/L oziroma < 0,000002 % (m/m %) 
in C-palm < 0,2 mg/L oziroma < 0,00002 %).  
 
4.4 STABILNOSTNA ŠTUDIJA 
4.4.1 Dolgoročno testiranje kozmetičnih izdelkov  
Pri ugotavljanju vsebnosti vitamina C ob odprtju KI smo pridobili rezultate, ki se zelo dobro 
skladajo z navedenimi vsebnostmi. Vendar je znano, da je vitamin C nestabilen, zato nas je 
zanimala tudi njegova stabilnost med uporabo izdelka. KI smo takoj po odprtju shranili na 
sobni temperaturi (25°C) in v temnem prostoru, v originalni ovojnini, občasno odpirali 
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izdelek in tako simulirali pogoje med uporabo. Ob določenih časovnih točkah smo preverjali 
vsebnost vitamina C in njegovega derivata v izbranih KI (Preglednica XVIII). Vzorce za 
preverjanje stabilnosti pri sobni temperaturi smo pripravili po postopku 3.5.1.1 ali 3.5.1.2. 
Stabilnost vitamina C in njegovega derivata smo podali kot upad (%) glede na začetno 
vsebnost v KI. 
Preglednica XVIII: Stabilnost vit C in C-fosf v KI pri 25°C glede na vsebnost ob času 0 
Vsebnost vit C oz. C-fosf (%) 
KI 0 1 teden 2 tedna 4 tedne 
TO 30% 100 101,3 101,0 101,4 
TO 23% 100 100,4 91,3 93,1 
TO 8% 100 97,7 101,1 100,6 
R 3% 100 100 99,1 96,8 
R 12,5% 100 99,5 99,5 102,3 
KH 100 98,2 98,7 97,5 
EUC 100 121,1 103,7 100,9 
 
Koncentracija vit C in C-fosf se v izdelkih med stabilnostno študijo ni bistveno spremenila 
in je znotraj eksperimentalne napake. Po štirih tednih je njuna koncentracija upadla za največ 
7% glede na začetno vrednost. Poudarimo pa lahko izdelek EUC, ki ima definiran rok 
uporabe po odprtju le 3 tedne, vendar je po štirih tednih vit C v izdelku popolnoma stabilen. 
Na osnovi rezultatov iz te študije lahko sklepamo, da v izbranih KI z vit C oziroma C-fosf 
po enem mesecu normalne uporabe ne pride do obsežnejših reakcij nestabilnosti.  
 
4.4.2 Pospešeno testiranje kozmetičnih izdelkov pri povišani temperaturi 
Med transportom, skladiščenjem ali pri shranjevanju in uporabi KI pri uporabniku lahko 
pride KI v stik s povišano temperaturo, tudi do 40°C. S tem namenom smo se odločili, da 
izbrane KI izpostavimo tudi povišani temperaturi. V času stabilnostne študije smo v štirih 
določenih časovnih točkah preverjali vsebnost vitamina C in njegovega derivata v KI, ki so 
bili shranjeni v klimatski komori pri 40°C. Priprava vzorcev za študijo je potekala po 
postopku 3.5.1.1 ali 3.5.1.2. Stabilnost vitamina C in C-fosf smo podali kot upad (%) glede 
na začetno koncentracijo v KI (100%) (Slika 8). 
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Slika 8: Stabilnost vit C in C-fosf v KI pri 40°C glede na vsebnost ob času 0 
Za razliko od rezultatov pri 25°C, po enem mesecu shranjevanja pri 40°C v večini testiranih 
izdelkov opazimo značilen upad vsebnosti vit C. Najbolj obsežen je pri izdelku R 3%. 
Vidimo, da je koncentracija vit C v tem izdelku močno padla že po enem dnevu v komori na 
40°C, po enem tednu pa vitamina C sploh nismo več zaznali. Ker ima ta izdelek najnižjo 
vsebnost vit C, je lahko eden od razlogov za nestabilnost. Za primerjavo, izdelek R 12,5% 
ima podobno sestavo kot R 3%, a vsebuje približno štirikrat več vit C. Na Sliki 8 vidimo, da 
višja vsebnost vit C pripomore k njegovi manjši razgradnji (70% razpad v R 3% in 27% 
razpad v R 12,5% po 1 dnevu). Vendar lahko opazimo, da tudi pri izdelku R 12,5% pride do 
skoraj celotne pretvorbe vit C. Iz tega lahko sklepamo, da gre v obeh primerih za nedodelano 
formulacijo istega proizvajalca z vidika stabilnosti aktivne komponente.  
Koncentracijsko odvisnost lahko opazimo tudi pri izdelkih proizvajalca TO. Analizirali smo 
izdelke treh različnih koncentracij: 30, 23 in 8%. Pri izdelku z najnižjo vsebnostjo vit C je 
tudi najmanj stabilen (Slika 8). Glede na to, da je sestava vseh treh izdelkov dokaj podobna, 
je najverjetneje razlog za boljšo stabilnost vit C v ostalih dveh izdelkih njegova višja 
koncentracija.  
Izdelek KH je edini izmed testiranih izdelkov v stabilnostni študiji, ki ne vsebuje vit C, 
ampak njegov derivat C-fosf. Ugotovljena vsebnost C-fosf v tem izdelku (2,7%) je zelo blizu 
ugotovljeni vsebnosti vit C v izdelku R 3% (2,8%). C-fosf v primerjavi z vit C izkazuje 
bistveno boljšo stabilnost (upad za 5% po enem mesecu). Eden od možnih razlogov je 
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uporaba derivata v izdelku, za katerega vemo, da je bolj stabilen (10). Proizvajalec tudi na 
ovojnini opozarja na stabilnost izdelka z navajanjem »Stabilni vitamin C«. 
V stabilnostni študiji pri povišani temperaturi so se najbolje odrezali izdelki TO 30%, TO 
23% in KH. V teh izdelkih je koncentracija po 4 tednih upadla za največ 5% od začetne 
koncentracije (t=0). V formulacijah teh izdelkov lahko opazimo, da vsebujejo še dodatne 
sestavine, ki delujejo kot antioksidanti in ščitijo vitamin C pred oksidacijo. Te sestavine so 
BHT, EDTA in vitamin E. 
Pri stabilnostni študiji smo vrednotili tudi spremembo organoleptičnih lastnosti izdelkov. 
Največje spremembe pri povišani temperaturi smo opazili pri izdelkih R 3%, R 12,5% in 
EUC. Pri teh izdelkih se je pojavila sprememba barve in teksture izdelka ter ločitev faz ali 
razplastitev. Pri izdelkih TO 30% in TO 23% smo zaznali rahlo razplastitev, pri izdelku TO 
8% pa rahlo rumenkasto obarvanje KI. Pri izdelku KH nismo zaznali nobenih sprememb 
organoleptičnih lastnosti.  
Rezultate v določenih časovnih točkah smo primerjali tudi z dobljenimi rezultati iz 
pospešenega testiranja KI. Na ta način lahko vidimo, ali je vzrok za nestabilnost vitamina C 
samo povišana temperatura ali tudi čas odprtja KI, saj je vitamin C izredno nestabilen ob 
prisotnosti kisika in drugih dejavnikov, ki lahko zelo znižajo njegovo vsebnost. Po štirih 
tednih smo primerjali rezultate na 25°C in 40°C z začetno vsebnostjo, da vidimo, ali je vzrok 
upada vsebnosti v izdelkih temperatura (Slika 9).  
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Slika 9: Primerjava kozmetičnih izdelkov z začetno vsebnostjo po 4 tednih na 25°C in 40°C 
Iz primerjave vsebnosti vit C v različnih KI po enem mesecu izpostavitve sobni in povišani 
temperaturi lahko ugotovimo, da temperatura bistveno vpliva na stabilnost vit C. Pri večini 
izdelkov z vit C je njegova koncentracija zelo upadla na povišani temperaturi. Pri dveh od 
sedmih testiranih KI je pod vplivom povišane temperature prišlo do popolne pretvorbe, pri 
drugih dveh pa do več kot 50% pretvorbe. Pri ostalih treh izdelkih temperatura ni imela 
večjega vpliva na stabilnost, saj so spremembe minimalne. Razlog za tako majhen upad 
vsebnosti so dobro stabilizirani izdelki z ustrezno formulacijo in dokaj visoko vsebnostjo 
vitamina C. Najhitreje je prišlo do oksidacije vit C pri izdelku R3 %, kjer je že po enem 
dnevu opazen 70% upad vit C, po enem tednu pa celo 100%. 
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5. SKLEP 
Osrednji namen naloge je bilo vrednotenje vsebnosti vitamina C in derivatov askorbil 
palmitata in natrijevega askorbil fosfata v izbranih KI s pomočjo dveh HPLC-UV metod. 
Metodi smo ustrezno ovrednotili in potrdili njuno selektivnost, linearnost, točnost, 
ponovljivost, mejo zaznave, mejo določitve in stabilnost.  
Za testiranje smo izbrali 10 KI različnih blagovnih znamk in cenovnih razredov. Izdelki so 
imeli različno sestavo, zato smo najprej razvili in optimizirali postopek priprave vzorcev za 
ekstrakcijo vitamina C, askorbil palmitata in askorbil fosfata, ki je temeljil na dveh različnih 
postopkih priprave vzorcev. Ustreznost obeh postopkov smo potrdili s preverjanjem 
izkoristka ekstrakcije analitov (100% ± 8%) in ponovljivostjo priprave vzorcev (RSD < 
3,5%; izjema je izdelek EUC zaradi nehomogenosti vitamina C).  
V 9 izdelkih je kot sestavina naveden vitamin C, v dveh izdelkih je naveden derivat natrijev 
askorbil fosfat, en izdelek pa ima naveden askorbil palmitat. 
 Pri 9 izdelkih smo ugotovili, da se navedene sestavine na ovojnini skladajo z 
eksperimentalno ugotovljenimi. Pri enem izdelku nismo zaznali vitamina C in 
askorbil palmitata, ki sta navedena. 
 7 izdelkov je imelo kvantitativno navedeno vsebnost vitamina C, pri vseh je 
ugotovljena vsebnost blizu navedene (v mejah od 90% do 116%). 
 Nekoliko nižjo vsebnost od navedene smo ugotovili v treh izdelkih, kar bi pa lahko 
bila deloma posledica nestabilnosti vitamina C v formulaciji izdelka oziroma slabše 
zaščite učinkovine pred oksidacijo. 
 Med navedeno vsebnostjo vitamina C v izdelkih in ceno izdelkov ni povezave. 
 Ugotovili smo, da je v izdelku EUC vitamin C nehomogeno porazdeljen in s tem je 
praktično slabše kakovosti v primerjavi z ostalimi izdelki, saj uporabnik ne dobi 
enakomernega odmerka vitamina C z vsako uporabo izdelka. 
Stabilnost izbranih izdelkov smo preverjali z enomesečnim dolgoročnim (25°C) in 
pospešenim (40°C) testom stabilnosti. 
 Pri dolgoročnih testih stabilnosti smo zaznali upad vsebnosti vitamina C v izdelkih 
za največ 7%. 
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 Pri vseh izdelkih smo zaznali zmanjšano vsebnost vitamina C pri pospešenih testih 
stabilnosti po enem mesecu shranjevanja. V dveh izdelkih se je vitamin C popolnoma 
pretvoril, v dveh le delno (do približno 40%) in pri treh pa zelo malo (do 5%). 
Stabilnost vitamina C v izdelku je odvisna tudi od dodanih antioksidantov, ki ščitijo 
vitamin C pred oksidacijo. 
 Iz rezultatov pospešenega testiranja in dolgoročnega testiranja stabilnosti sklepamo, 
da je eden izmed razlogov za nestabilnost vitamina C povišana temperatura, 
pomembno vlogo ima tudi koncentracija vitamina C v izdelku in sama formulacija, 
saj so izdelki, ki vsebujejo manjšo količino vitamina C tudi manj stabilni. 
 Askorbil fosfat je bil v testiranem izdelku (KH) stabilen, ampak ker smo v študijo 
vključili le en KI s tem derivatom, ne moremo priti do bolj konkretnih zaključkov. 
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Kromatogram 1: Standard vitamin C 
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Kromatogram 2: Standard askorbil palmitat 
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Kromatogram 3: Standard natrijev askorbil fosfat 
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Kromatogram 4: Reprezentativni kromatogram kozmetičnega izdelka z vitaminom C (TO 
23%) 
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Kromatogram 5: Reprezentativni kromatogram kozmetičnega izdelka z askorbil fosfatom 
(KH) 
